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® Synthetische Vakzine zur spezifischen Induktion zytotoxischer T-Lymphozyten. 

© Eine synthetische Vakzine zur spezifischen Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyte n. ' bes te ht aus einem 
Konjugat aus mindestens einer Membranankerverbindung und einem mindestens em K,1ler-T-Zellep.top enthal- 
tenden Protein eines Virus, eines Bakteriums, eines Parasiten oder eines Tumorant gens oder m.ndes tender 
mindestens ein Killer-T-Zellepitop enthaltenden Partialsequenz eines Virus-, Baktenum- oder Parasrten-Prote.ns 

oder eines Tumorantigens. 
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SYNTH ETISCHE VAKZINE ZUR SPEZ1RSCHEN INDUKTION ZYTOTOXISCHER T-LYM PHOZYTEN 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine synthetische Vakzine zur spezrfischen Induktion zytotoxischer T- 
Lymphozyten. 

Zytotoxische T-Lymphozyten (Kilfer-T-Zellen) stellen einen wesentiichen Teil der Immunantwort von 
Warmblutern gegen intrazellulare infektionen dar. Zytotoxische T-Lymphozyten werden normalerweise nur 

5 mittels einer in-vivo-lmpfung mit infektiosen Erregern induziert (J. Bastin et al., J. Exp. Med., Vol 165, June 
1987). Wegen der damit verbundenen Risiken wurde ein synthetischer Impfstoff fur die spezifische 
Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten eine erhebliche Verbesserung darstellen. Es wurde nun 
uberraschenderweise gefunden, dai3 durch die Verwendung bestimmter Membranankerwirkstoffkonjugate 
enthaltend Killer-T-Zellepitope die spezifische in-vivo-lnduktion von zytotoxischen T-Lymphozyten moglich 

10 ist 

Es ist zwar bereits bekannt, dafl Membranankerwirkstoffkonjugate zur Erzeugung neutralisierender 
Antikorper geeignet sind (vgl. Angew. Chem. 97 (1985), Nr. 10, S. 883 ff.); uber eine synthetische Vakzine 
enthaltend Membranankerwirkstoffkonjugate zur spezifischen Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten 
wurde jedoch bisher nicht berichtet. 

75 Erfindungsgegenstand ist demzufolge eine synthetische Vakzine zur Induktion von zytotoxischen T- 
Lymphozyten, die dadurch gekennzeichnet ist, das sie aus einem Konjugat aus mindestens einer Membran- 
ankerverbindung und einem mindestens ein Killer- T-Zellepitop enthaltenden Protein eines Virus, eines 
Bakteriums, eines Parasiten oder eines Tumorantigens Oder mindestens einer Partialsequenz enthaltend 
mindestens ein Killer- T-Zellepitop eines Virus-, Bakterium- oder Parasiten-Proteins oder eines Tumoranti- 

20 gens besteht. 

Die genannte Membranankerverbindung ist vorzugsweise ein bakterielles Lipoprotein. Besonders bevor- 
zugt ist als Membranankerverbindung eine Verbindung der nachstehenden Formeln 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



2 



EP 0 431 327 A1 



R -CO-0-CH 2 
R'-CO-O-CH* 

A 

m 



R -O-CH, 
R'-O-CH* 

, 2 n 

■ A 
(CH 0 ) 



2'm 



R"-CO-NH-CH*-CO-X R"-CO-NH-CH"-CO-X 



R -0-CO-CH 2 
R'-O-CO-CH* 

Wn 

A. 

i 2 m 
R"-CO-NH-CH*-CO-X 



I . 



II. 



III. 



R -NK-CO-CK. 
R'-NK-CO-CH* 

<?Vn 
A 



(CH„) 



m 



R -CO-CH 2 

R'-CO-CH* 
i 



A 

J in 



B 
A 



(CH-) 



m 



R"-CO-N'H-CH -CO-X R"-CO-NK-CH -CO-X R"-NH-CO-CH -CO-X 



IV. 



VI. 



R- CO- A 

«7 H 2)m 
R"- CO- NH- CH- CO- X 



V <jH 
R 2 -CH* 

i a. n 
A 

(CH 2 ) m 
R-CO<-NH-CH*-CO-X 



E 
I 

R-CO-NH- CK-CO-X 



VII 



VII. 



IX. 



in denen A Schwefel, Sauerstoff, Disulfid (-S-S-), Methylen (-CH 2 -) oder -NH- sein kann; 
n = 0 bis 5, m = 1 oder 2; 

C" ein asvmmetrisches Kohlenstoffatom mit R- Oder S-Konfiguration tst. ,„ riinno 
R R ? und R^ gleich oder verschieden sind und Wasserstoff oder eine AlkyK Alkenyl- < *er Altanylg uppe 
mit 7 bis 25 KoWenstoffatomen sind, welche mit Hydroxy-, Amino-, Oxo-, Acyl, Alky.- oder CycloaMgrup- 
p n su^stituiert sein kann. E in Forme, .X Wasserstoff oder 

artifiziellen a-Aminosaure sein kann, B in Forme! VI die Bedeutung jedes der m den Formeln I V 
25^%PH,W^« A.ky.)-Reste haben kann und Ri und R 2 gleich c .der ve,ch,eden s ,nd 
unc I dieselben Bedeutungen wie R, R und R haben, aber auch -OR, :°; C0R '/ C °° R p ^ C °" 
-CONHR sein kdnnen, wobei X eine Kette von bis zu 10 Aminosauren .st, an d.e das Prote.n oder d.e 
PaSse^nz des Virus-. Bakterium- oder Parasiten-Proteins oder eines Tumorantigens gebunden .st. Oder 

das Protein oder die Partialsequenz selbst ist. man , M 

Von diesen sind a,s Beispie.e besonders hervorzuheben: tab*. ^^^^^^-^ 
Termini wie z B.: Y-Ser-Ser-Ser-Asn, Y-lle-Leu-Leu-Ala, Y-Ala-Asn-Asn-Gln. Y-Asn-Ser-Asn-Ser, Y Gly Aa 
Met Ser Y Gin Ala-Asn-Tyr. Y-Gln-Val-Asn-Asn, Y-Asp-Asn-Ser-Ser, wobei Y einer der unter Forme. l b* V I 
SeSrten Reste sein kann. Diese Lipopentapeptide konnen auch in verkurzter Form (Upod,-, Upotn- 
oder Lipote rapeptide) a.s Membranankerverbindung eingesetzt werden. Ganz besonders bevorzugt .st N- 
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Palmttoyi-S-[2,3(bispalmitoyloxy)propyl]-cysteinyl-seryl-serin (Pam 3 Cys-Ser-Ser), N-Palmitoyl-S-{2,3- 
_(bispalmitoyloxy)propyl]-cysteinyl-seryl-glycin und N-Palmitoyl-S-[2,3-(bispalmitoyloxy)propyl]-cysteinyl- 
alanyl-b-isoglutamin. 

Weiterhin besonders bevorzugt sind die Verbindungen der Formeln I und III, insbesondere Verbindun- 
gen der Formel I. 

Der Substituent A ist vorzugsweise Schwefel Oder Methyfen, besonders bevorzugt SchwefeL 

Die Substituenten R, r' und r" sind vorzugsweise Alkylreste mit 14 bis 18 C-Atomen; besonders 
bevorzugt sind Alkylreste mit 16 C-Atomen. 

Der Substituent X wird vorzugsweise gebildet aus 1 bis 2 polaren Aminosaureresten, besonders 
bevorzugt ist der Serin-Rest. 

Fur die erfindungsgema/te Vakzine eignen sich zur Kopplung an die Membranankerverbindung unter- 
schiediiche Proteine Oder Protein-Partialsequenzen von intrazellular auftretenden Krankheitserregern, Viren-, 
Bakterien- oder Parasiten-Proteinen oder von Tumor-Antigenen, die von Killer-T-Zeilen erkannt werden. 

Solche Proteine oder Partialsequenzen (auch als Killer-T-Zell-Epitope bezeichnet) zeichnen sich da- 
durch aus, dafl sie von zytotoxischen T-Lymphozyten zusammen mit MHC-Molekulen (major histocompati- 
bility complex) erkannt werden. 

Die erfindungsgemafle Vakzine eignet sich zur Immunisierung gegen alle Erreger, die Killer-T-Zell- 
Epitope aufweisen, wie z. B. gegen Adenoviren, HIV, Influenza-Viren, LCMV, MCMV, Hepatitis-Viren, HTLV, 
FELV, Treponema pallidum, Gonokokkus, Bordetella pertussis, Plasmodien, Listerien, Mycobakterien oder 
Leishmanien. Bisher bereits bekannte Killer-T-Zell-Epitope sind die in der nachfolgenden Tabelie aufgefuhr- 
ten Partialsequenzen, von denen das Influenza-Nukleoprotein P 3 CSS-NP 147-158 (R-) und die HIV-Epitope 
eine Sondersteliung einnehmen. 
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Mit Hilfe der erfindungsgema/ten Vakzine ist es daruber hinaus moglich, verschiedene Membrananker- 
verbindungen, gekoppelt an verschiedene Partialsequenzen zu mischen, urn eine auf ein bestimmtes Ziel 
optimal abgestimmte Vakzine zu erhalten, Weiterhin kann eine entsprechende Mischung zusatzlich Mem- 
branankerwirkstoffkonjugate enthalten, die die humorale Immunantwort stimulieren und zusatzlich zur 
Produktion von neutralisierenden Antikorpern fuhren (Vaccine 7, 29 - 33 (1989), Angew. Chem., Int. Ed. 24, 
872 - 873 (1989)). Daruber hinaus ist es auch moglich, verschiedene Partialsequenzen kovalent zu 
verknupfen und mit einer Membranankerverbindung zu verbinden. 

Erfindungsgegenstand ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung einer synthetischen Vakzine, das 
dadurch gekennzeichnet ist, daB Proteine Oder Partialsequenzen von Erregern durch eine Konjugationsreak- 
tion an die Membranankerverbindung gebunden wird. Die Konjugationsreaktion kann z. B. eine Kondensa- 
tion. Addition, Substitution, Oxidation Oder Disulfidbildung sein. Bevorzugte Konjugationsmethoden sind in 
den" Beispielen wiedergegeben. Weitere Konjugationsmethoden sind in der bereits zitierten Deutschen 
Offenlegungsschrift 35 46 150 beschrieben. 

Die Herstellung der Membranankerverbindungen ist ebenfalls in der zuletzt genannten deutschen 
Offenlegungsschrift ausfuhrlich beschrieben. 

Die gegebenenfalls notige Trennung der Diastereomeren kann nach unterschiedlichen Methoden, wie z. 
B. in Hoppe-Seyler's Z. Physiotog. Chem. 364 (1983) 593 beschrieben erfolgen. 

Der Aufbau der fur die Membranankerwirkstoffkonjugate einzusetzenden Partialsequenzen kann auf 



5 
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unterschiedliche, literaturbekannte Weise erfolgen. vgl. z. B. Wunsch et al. in Houben-Weyl, Bd. 15/1.2, 
Stuttgart. Thieme-Verlag Oder Wunsch in Angew. Chem. 83 (1971), E. Gross und J. Meienhofer 
(Herausgeb.), The Peptides. Vol. 1 (1979). 2 (1979), 3 (1981) und 5 (1983) Academic Press, New York 7713 
Oder die Deutsche Offenlegungsschrift 35 46 1 50. In Beispiel 1 wird ein bevorzugtes Verfahren zur 
Herstellung einer Partialsequenz und eines Konjugats naher erlautert. 

Weiterhin gehoren zum Erfindungsgegenstand pharmazeutische Oder veterinarmedizinische Zubereitun- 
gen. die einen Gehalt an Konjugat aus mindestens einer Membranankerverbindung und mindestens einer 
Partialsequenz eines der genannten Proteine oder Organismen aufweisen. Normalerweise werden zusatzlich 
neben einem Losungsmittel keine zusatzlichen Hilfs- und Tragerstoffe oder Adjuvanzien fur die erfindungs- 
gema/ten Zubereitungen benotigt. In manchen Fallen kann es aber sinnvoll sein, derartige Hilfs- und/oder 
Tragerstoffe sowie gegebenenfalls Adjuvanzien den erfindungsgemaflen Zubereitungen zuzusetzen (Anton 
Mayr, Gerhard Eii3nen, Barbara Mayr-Bibrack, Handbuch der Schutzimpfungen in der Tiermedizin, 1984, 
Verlag Paul Parey, Berlin-Hamburg). 

Die Menge an Vakzine. die fur eine sichere Immunisierung eines Warmbltiters notwendig ist. hangt ab 
von der Art des Warmbltiters, von der bzw. den Membranankerverbindungen und dem Protein oder der 
bzw. den Partialsequenzen des Organismus, gegen den immunisiert werden soli und ist im Einzelfall 
empirisch zu ermitteln. 

Durch die nachfolgenden Beispiete soil die Erfindung naher erlautert werden. 

Synthese 
Beispiel 1 

Synthese von N-Palmitoyl-S-[2 t 3-(bispalmitoyioxy)-propyi]cysteinyl-seryl-seryl-NP 147-158 

Die Influenza A-Virus-Nukleoprotein-Peptidsequenz wurde durch Festphasenpeptidsynthese syntheti- 
siert. Es wurden Fmoc-Aminosauren benutzt. Folgende Seitenkettenschutzgruppen kamen zur Anwendung: 
Thr(tBu), Tyr(tBu), Arg(Pmc). Es wurde 1 g para-Benzyloxybenzylalkohol-Harz, beladen mit 0,5 mmol Fmoc- 
Gly eingesetzt und die Peptidsequenz nach folgenden Synthesezyklen aufgebaut N-Aktivierung mit 50 % 
Piperidin in DMF (1 x 10 min). Kupplung der folgenden Aminosaure fur 30 min mit BOP/HOBT 
[Benzotriazoi-1-yl-oxy-tris-(dimethyl amino)-phosphoniumhexaf!uorophosphat/1-Hydroxybenzo-triazol] und 
Diisopropylethylamin in DMF. Es wurden jeweils Doppelkupplungen mit 3-fachem Oberschufl an Fmoc- 
Aminosaure und 4,5-fachem Oberschufl an Diisopropylethylamin (jeweiis bezogen auf freie Aminogruppen 
am Harz) durchgefuhrt. Nach jeder Doppelkupplung wurde das Peptidharz je dreimal mit N-Methylpyrroli- 
don, Dichiormethan und N-Methylpyrrolidon gewaschen. 

Nach der Synthese der harzgebundenen Influenza A-Virus-Nukleoprotein-Sequenz wurde ein Teil des 
Peptids durch Trifluoressigsaurespaltung gewonnen und auf Reinheit gepruft mittels HPLC, MS, Aminosau- 
reanalyse, Analyse auf chiraler Phase sowie Sequenzanalyse. Die HPLC-Prufung ergab eine Reinheit von 
uber 90 %. Nach Kupplung von zwei Serinresten [Fmoc-Ser(tBu)] an das harzgebundene Peptid, erfolgte 
die Kupplung des Tripalmitoyl-S-glycerincysteins nach der DIC/HOBT-Methode. Nach vier Stunden wurde 
ein Equivalent N-Methylmorpholin hinzugefugt und nach einer weiteren Stunde wurde das Lipopeptid-Harz 
gewaschen. Das Lipopeptid wurde von 100 mg Harz mittels 2 ml Trifiuoressigsaure (mit 100 ul Thioanisol 
und 100 ug Thiokresol) innerhalb von einer Stunde getrennt. Urn die Arg(Pmc)-Schutzgruppen vollstandig 
zu entfernen, wurde zusatzlich 30 min bei 50 °C mit Trifiuoressigsaure nachbehandelt. Das Filtrat wurde 
eingedampft.' der Ruckstand mit Essigsaure aufgenommen und in kalten Ether gegeben. Das ausgefallene 
Lipopeptid wurde 3 x mit Ether gewaschen und aus tert.-Butanol/Wasser im Verhaltnis 3 : 1 lyophilisiert 

Beispiel 2 

Synthese von N-Palmitoyl-S-[2,3-(bispaimitoyloxy)-propyl]cysteinyl-seryl-seryl-NP (365-380) 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 1. Es wurden Fmoc-Aminosauren mit folgenden Seitenketten- 
schutzgruppen benutzt: Ser(tBu), GIu(OtBu), Thr(tBu). Asn wurde ohne Seitenkettenschutzgruppe mittels 
Diisopropylcarbodiimid/HOBT gekuppelt. Als Ausgangsharz wurde Fmoc-G!u(QtBu)-p- 
Benzyloxybenzylalkohol-Polystyroi, quervernetzt mit 1 % Divinytbenzol, eingesetzt. Die Beladung an Fmoc- 
Glu(OtBu) betrug 0,45 mmol/g. Die Abspaltung des Peptids und Pam 3 Cys-Ser-Ser-Peptids von je 100 mg 
Harz erfolgte mit 2 ml Trifiuoressigsaure unter Zusatz von 0,1 ml Thioanisol und 100 ug Thiokresol 
innerhalb von 90 min. Die Sequenz wurde durch Sequenzanalyse des freien Peptids bestatigt; durch HPLC- 
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Prufung wurde ein einheitlicher Peak mit uber 90 % ermittelt. Aminosaurenanalyse und Prufung auf 
Enantiomerenreinheit an chiraler Phase ergaben die erwarteten Werte. 

Wirksamkeitstests 

5 

A) 

Unter SPF-Bedingungen geziichtete, 3 Monate alte BALB/c-lnzuchtmause wurden intravenos mit 100 
Ug Pam3cys-Ser-Ser- [NP 147-158] immunisiert. (100 ug Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158], aufgenommen in 

70 300 n\ PBS, 1 min beschallt). Nach 28 Tagen wurden die Mause mit 0,2 bzw. 0,4 haemagglutinierenden 
Einheiten Influenza-Virus A/PR/8 intranasal infiziert. Analog wurden zur Kontrolle Mause infiziert, denen 300 
Ul PBS intravenos appliziert wurde. Der Verlauf der Infektion wurde anhand von tagiichen Gewichtskontrol- 
len und der Uberlebensrate kontrolliert. 11 von 12 Kontrolltieren, die mit 0,4 haemagglutinierenden Einheiten 
infiziert wurden, starben nach 1 1 Tagen an der Virusinfektion, wahrend von den immunisierten Tieren nur 4 

rs von 12 starben. 

Eine weitere Kontrollgruppe und eine mit Pam3Cys-Ser-Ser-[NP 147-158] immunisierte Gruppe wurden 
mit 0,2 haemagglutinierenden Einheiten Influenza- Virus infiziert. Nach 18 Tagen lebten noch 40 % der 
Kontrolltiere (4 von 10 Tieren), wahrend 75 % der immunisierten Tiere lebten. Am Tag 18 betrug die 
Gewichtsdifferenz zwischen immunisierten Tieren und Kontrolltieren 4 g. Die uberlebenden Tiere der 
20 Kontrollgruppe verloren weiter an Gewicht, wahrend sich die immunisierten Tiere langsam von der Infektion 
. erholten. 

B) 

25 Zytotoxische T-ZeN-Aktivitat von Milzzellen aus BALB/c-Mausen nach Immunisierung mit freiem Peptid, 
Virus Oder Pam 3 Cys-Ser-Ser-Peptid (Fig. 1) 

BALB/c^Mause erhielten durch intravenose Applikation in 300 ul PBS 

a) 8 x 10 7 mit 1,6 uM Nukleoproteinpeptid 147-158 (R-) vorinkubierte, syngene Milzzellen; (A, D, G), 

b) 8 x 10 7 mit 160 uM Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158 (R-)]-Lipopeptid vorinkubierte, syngene Milzzellen; 
30 (C.F), 

c) 50 haemagglutinierende Einheiten von Influenza A-Virus PR/8/34; (B,E,H), 

d) 100 ug Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158 (R-)]; (I). 

Nach 6 Tagen wurden den immunisierten bzw. infizierten Tieren die Milzen entnommen und die 
Milzzellen 5 Tage iang mit Peptid (A bis F) Oder mit Virus PR8 infizierten, syngenen Stimulatorzellen (G,H,I) 

35 restimuliert. Dazu wurden je 2,5 x 10 7 -Zellen kultiviert in 10 ml a-MEM-Medium (Hersteller: Gibco), 
angereichert mit 10 % fotalem Kalberserum, 2-Mercaptoethanol, Glutamin und Antibiotika unter Zusatz von 
entweder 80 nM NP 147-158(R-)-Peptid (A,F) oder von 5 x 10 6 -Virus PR8-infizierten, mit 20 Gy bestrahlten 
syngenen Milzzellen (G,H,I). Die Infektion von Stimulator und Zielzellen wurde wie beschrieben durchgefuhrt 
(Eur. J. Immunol. 7, 630 - 635 (1977). 

40 Die Aktivitat der zytotoxischen T-Zellen wurde durch einen 51 Cr-Release-Standardtest (Eur. J. Immunol. 
137, 2.676 -2.681 (1986)) ermittelt. Schaubiider A, B t C und G, H, I zeigen die CTL-Aktivitat auf 
unbehandelte (A) oder PR8 infizierte (a) P815 (MHC:H-2 d )-Zielze!len. 

Schaubiider D, E und F zeigen CTL-Aktivitat auf P815-Zellen, die mit verschiedenen Konzentrationen 
von freiem Peptid 30 min bei 37° C vorbehandelt wurden. Hier wurde ein Verhaltnis von Effektor zu Zielzelle 

45 30 : 1 eingesetzt. 

C) 

Aktivitat zytotoxischer T-Zellen nach Immunisierung von Mausen mit Pam3Cys- Ser-Ser-[NP 147-158] 

so oder Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 365 - 380] (Fig. 2) 

BALB/c-Mause (Schaubiider A,B) oder (B6 x DBA/2)-F1 -Mause (CD) wurden mit Influenza A- Virus (A,C) 
bzw. mit 100 ug Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158] (Bild B) bzw. mit 100 ug Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 365-380] 
(Bild D) immunisiert. Nach 6 Tagen wurden die Milzen entnommen und die Milzzellen, wie unter B) 
beschrieben, in Gegenwart von 0,8 uM NP 147-158 Peptid (A,B) bzw. 0,8 uM NP 365-380 Peptid (C.D) 

55 stimuliert. Die Aktivitat der zytotoxischen T-Zellen wurde anschlie/Jend auf unbehandelte P815-Zielzellen 
(A), auf PR8 infizierte P815-Zielzellen (a) und auf 90 min bei 37° C mit NP 147-158-Peptid vorinkubierte 
P815-Zielzellen (■) gepruft; ebenso auf unbehandelte EL-4-(MHC H-2 d )-Zellen (o), auf PR8 infizierte EL-4- 
Zielzellen (*), und auf 90 min bei 37* C mit NP 365-380- Peptid vorinkubierte EL-4-Zellen (♦). 
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D) 

Priifung auf MHC Klasse l-Restriktion und auf Spezifitat der Immunisierung mit Lipopeptid (Fig. 3) 
BALB/c-Mause (Bilder A.B.C) oder (86 x DBA/2)-F1-Mause (Bilder D-l) erhielten i v In 300 I ill PBS 100 
5 ug Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158(R-)] (Bilder A.E.H) bzw. 50 ug Ser-Ser-[NP 147-158(R-)] (Bdd B) bzw 50 
ug [NP 147-158(R-)] (Bild C) bzw. 50 haemagglutinierenden Einheiten Influenza PR8-V«rus (Bilder D,G) bzw. 
100 ug Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 365-380] (Bilder F,l). 

Sachs Tage nach der Injektion wurden die Milzzellen, wie in Beispiel 2 beschrieben, kultmert unter 
Zusatz von Nukleoprotein 147-1 58(R-)-Peptid (Bilder A - F). Oder Nukleoprotein 365-380-Pept.d (Bilder Q - 
10 I). Die Aktivitat der erhaltenen cytotoxischen T-Zellen wurde bestimmt gegen 

- unbehandelte P815-Zielzellen (A) 

- 90 min bei 37* C mit NP 147-158(R-) vorinkubierte P81 5-Zielzellen (■) 

- 90 min bei 37* C mit NP 365-380 vorinkubierte P81 5-Zielzellen (□) 

- unbehandelte EL-4-Zielzellen (o) 

is - 90 min bei 37° C mit NP 147-158(R-) vorinkubierte EL-4-Zielzellen (0) 

- 90 min bei 37* C mit NP 365-380 vorinkubierte EL-4-Zielzellen (♦). 

Anspriiche 

1 Synthetische Vakzine zur spezifischen Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten, dadurch gekenn- 
zeichnet dafl sie aus einem Konjugat aus mindestens einer Membranankerverbindung und einem m.nde- 
stens ein Killer-T-Zellepitop enthaltenden Protein eines Vims, eines Bakteriums, eines Parasiten oder ernes 
Tumorantigens oder mindestens einer mindestens ein Killer-.T-Zellepitop enthaltenden Partialsequenz eines 
Virus- Bakterium- oder Parasiten-Proteins oder eines Tumorantigens besteht. 

2. Synthetische Vakzine gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die Membranankerverbindung 
ein bakterielles Membran-Lipoprotein ist. 

3. Synthetische Vakzine gemS/J Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dafl die Membranankerverb.ndung 
eine der nachstehenden Formeln aufweist 
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R-CO-A 



«; H 2>m 
-CH-CO-X 




R-CO-NH- CH-CO-X 



VII. 



VIII. 



IX. 



in denen A Schwefel, Sauerstoff, Disulfid (-S-S-), Methylen (-CH 2 -) Oder -NH- sein kann; 
n = 0 bis 5, m = 1 oder 2; 

C* ein asymmetrisches Kohlenstoffatom mit R- oder S-Konfiguration ist, 

R, r' und R" gleich oder verschieden sind und Wasserstoff oder eine Alkyh Alkenyl- oder Aikinylgruppe 
mit 7 bis 25 Kohlenstoffatomen sind, welche mit Hydroxy-, Amino-, Oxo-, Acyh Alkyl- oder Cycioalkylgrup- 
pen substituiert sein kann, E in Formel IX Wasserstoff oder eine beliebige Seitenkette einer natiirlichen oder 
artifizieilen Aminosaure sein kann, B in Formel VI die Bedeutung jedes der in den Formetn i - V 
aufgefuhrten -(CH2) n -(substituiertes Alkyl)-Reste^ haben kann und Ri und R 2 gleich oder verschieden sind 
und diesefben Bedeutungen wie R, R und r" haben, aber.auch -OR, -OCOR, -COOR, -NHCOR oder 
-CONHR sein konnen, wobei X eine Kette von bis zu 10 Aminosauren ist, an die das Protein oder die 
Partialsequenz des Virus-, Bakterium-oder Parasiten-Proteins oder eines Tumorantigens gebunden ist, oder 
das Protein oder die Partialsequenz selbst ist 

4. Synthetische Vakzine gema/3 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/i die Membranankerverbindung N- 
Palmitoyl-S- 2,3-(bispa(mitoyloxy)-propyl cysteinyl-seryl-serin ist, wobei die Partialsequenz an den termina- 
len Serinrest gebunden ist. 

5. Synthetische Vakzine gema/3 einem oder mehreren der Anspruche 1 - 4, dadurch gekennzeichnet, da/5 
das Protein oder die Partialsequenz von einem Adenovirus, HIV, Influenza-Virus, LCMV, MCMV, Hepatitis- 
Virus, HTLV, FELV, Treponema pallidum, Gonokokkus, Bordetella pertussis Oder Plasmodium spec, oder 
einem anderen ein Killer-T-Zell-Epitop enthaltenden Pathogen stammt. 

6. Synthetische Vakzine gema/3 einem oder mehreren der Anspruche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, das 
ein Gemisch aus Membranankerwirkstoffkonjugaten mit verschiedenen Partialsequenzen vorliegt. 

7. Synthetische Vakzine gema/3 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet das neben Membranankerwirkstoff- 
konjugaten zur Induktion zytotoxischer T-Lymphozyten auch Membranankerwirkstoffkonjugate zur Erzeu- 
gung neutralisierender Antikorper vorhanden sind. 

8. Verfahren zur Hersteilung einer synthetischen Vakzine gema/3 einem oder mehreren der Anspruche 1 - 7, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 ein Membranankerwirkstoffkonjugat nach bekannten Methoden synthetisiert 
wird. 

9. Pharmazeutische oder veterinarmedizische Zubereitung zur Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten, 
gekennzeichnet durch einen Gehalt an einer synthetischen Vakzine gema/3 einem oder mehreren der 
Anspruche 1 - 7, gegebenenfalls neben ublichen Hilfs- und/oder Tragerstoffen und gegebenenfalls neben 
weiteren Vakzinen. 

10. Verfahren zur Immunisierung von Menschen oder Saugetieren, dadurch gekennzeichnet, das eine 
Vakzine gema/3 einem oder mehreren der Anspruche 1 - 7 oder eine pharmazeutische oder veterinarmedi- 
zinische Zubereitung gema/3 Anspruch 9 verabreicht wird. 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten: ES, GR: 

1. Verfahren zum Hersteilen einer synthetischen Vakzine zur spezifischen induktion von zytotoxischen T- 
Lymphozyten, die aus einem Konjugat aus mindestens einer Membranankerverbindung und einem minde- 
stens ein Killer- T-Zellepitop enthaltenden Protein eines Virus, eines Bakteriums, eines Parasiten oder eines 
Tumorantigens oder mindestens einer mindestens ein Killer-T-Zellepitop enthaltenden Partialsequenz eines 
Virus-, Bakterium- oder Parasiten-Proteins oder eines Tumorantigens besteht, dadurch gekennzeichnet, da/3 
ein Membranankerwirkstoffkonjugat nach bekannten Methoden synthetisiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da/3 die Membranankerverbindung ein bakterielles 
Membran-Lipoprotein ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Membranankerverbindung eine der 
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nachstehenden Formeln aufweist 
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in denen A Schwefel, Sauerstoff, Disulfid (-S-S-), Methylen (-CH 2 -) Oder -NH- sein kann; 
n = 0 bis 5, m = 1 Oder 2; 

C* ein asymmetrisches Kohlenstoffatom mit Ft- Oder S-Konfiguration ist, 

<* R R' und R" gleich Oder verschieden sind und Wasserstoff oder eine Alkyl-, Alkenyl- oder Alkmylgruppe 
mit 7 bis 25 Kohlenstoffatomen sind, welche mit Hydroxy, Amino-, Oxo-, Acyl-, Alkyl- Oder Cycioalkylgrup- 
pen substituiert sein kann, E in Formel IX Wasserstoff oder eine beliebige Seitenkette einer naturl.chen oder 
artifiziellen Aminosaure sein kann, B in Formel VI die Bedeutung jedes der in den Formeln I - V 
aufgefuhrten -(CH 2 ) n -(substituiertes AlkyD-Reste, haben kann und R, und R 2 gleich oder ^rsch,eden s.nd 

5° und dieselben Bedeutungen wie R. r' und r" haben, aber auch -OR, -0-COR, -COOR, -NHCOR oder 
-CONHR sein konnen, wobei X eine Kette von bis zu 10 Aminosauren ist, an die das Protein oder d.e 
Partialsequenz des Virus-. Bakterium-oder Parasiten-Proteins oder eines Tumorantigens gebunden ist. oder 
das Protein oder die Partialsequenz selbst ist. , o 

4 Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. da/5 die Membranankerverb.ndung N-Palm.toyl-S- 

55 2.3-(bispalmitoyloxy)-propyl - cysteinyl-seryl-serin ist, wobei die Partialsequenz an den terminalen Sennrest 

fverflhrefnach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, da/3 das Protein oder die Partialsequenz von einem 
Adenovirus. HIV. Influenza-Virus, LCMV, MCMV. Hepatitis-Virus, HTLV, FELV, Treponema pallidum. Gono- 
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kokkus, Bordetella pertussis Oder Plasmodium spec, oder einem anderen ein Kilier-T-Zell-Epitop enthalten- 

den Pathogen stammt. . 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl ein Gemisch aus Membranankerwkstoffkonju- 

qaten mit verschiedenen Partialsequenzen hergestellt wird. 

7 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da* eine Vakzine hergestellt wird, in der neben 
Membranankerwirkstoffkonjugaten zur Induktion zytotoxischer T-Lymphozyten auch Membranankerw.rkstoff- 
konjugate zur Erzeugung neutralisierender Antikorper vorhanden sind. 
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